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环氧化物水解酶的研究进展
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摘要：环氧化物水解酶可高效率、高选择性地水解环氧化物生成手性邻二醇，对光学活性的邻二醇的合成和光学活

性的环氧化物的制备具有重要意义．文章阐述了环氧化物水解酶的作用、来源、结构及其催化机制，进一步综述了
环氧化物水解酶催化环氧化物水解、环氧化物水解酶的克隆表达等研究进展．
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　　环氧化物通过选择性开环可以制备具有光学活
性的手性醇类化合物及选择性保留具有重要价值的

环氧化物．如作为神经保护药关键性合成子的（Ｒ）
－４－氯苯基乙二醇可经环氧化物水解酶水解相应的
环氧化物制备而得．与之类似，茚环类环氧化物经
环氧化物水解酶催化开环水解也可以制得抗艾滋病

药物齐夫而定的重要中间体物质：（１Ｒ，２Ｓ）－环氧化
合物和（１Ｒ，２Ｒ）－二醇．环氧化物水解酶广泛存在
于自然界中，在植物、动物、真菌和细菌中均存在环

氧化物水解酶，其催化环氧化物水解反应相比化学

催化有诸多优点，如选择性高、催化效率高、环境友

好等，因此引起了广泛关注．然而，从自然界筛选的
环氧化物水解酶也存在一定的局限，如理论产率不

超过５０％，底物的耐受性较低，酶提取纯化困难和
酶表达量较低等缺点．针对这些问题，研究人员采

用了基因克隆表达及基因突变等技术有效地克服了

这些困难．

１　环氧化物水解酶的来源

近年来，光学纯的醇、氨基酸、胺、环氧化物和有

机酸的制备成为研究的热点，其中手性醇具有重要

的应用价值
［１］．１，２－苯乙二醇是一种手性醇，因其

烷基链上α位连有４个不同的化学基团而具有一定
的旋光性．目前，像这种具有旋光性的手性醇被广
泛用于医药领域、农药领域和材料领域．光学纯的
（Ｓ）－１，２－苯乙二醇因具有光学、热学和化学稳定性
等特点不仅是液晶材料中重要的添加剂，同时还可

以作为农药的中间体；而光学纯的（Ｒ）－１，２－苯乙
二醇是制备具有光学活性的医用药物的重要中间



体，如进一步合成光学活性药物 β－肾上腺素阻断
剂、（Ｒ）－硝基心定、抗心律失常药等［２－４］．（Ｒ）－１，
２－庚二醇是用于合成铁电液晶材料的 γ－内酯的前
体
［５］．（２Ｒ，３Ｓ）－３－（４－甲氧基苯基）缩水甘油酸酯

可用于合成抗癌药物氨肽酶 Ｎ抑制剂 Ｂｅｓａｔｔｉｎ、
Ｐｈｅｂｅｔｉｎ、Ｐｏｒｂｅｓｔｎｉ和 ＭＲ－３８７等一系列化合物［６］．
（Ｒ）－苄基缩水甘油醚用于合成 Ａｃｅｔｏｇｅｎｉｎｓ等免疫
抑制剂

［７］．
环氧化物是合成手性醇的重要中间体，其立体

选择性开环可得到手性环氧化物或手性醇化合物，

并用于后续的应用．目前，环氧化物开环水解成手
性醇的反应多集中在化学法和生物法

［８］．化学法常
存在诸多不足，因为环氧化物在水中溶解性较差，需

要添加有机溶剂，溶剂的消耗量比较大，步骤较繁

琐，反应条件较苛刻，产品光学纯度低，而且反应中

需要添加有毒的手性催化剂和保护剂
［９－１０］．另外，

Ｊａｃｏｂｓｅｎ法虽然能水解外消旋环氧化物得到手性邻
二醇和手性环氧化物，但其存在底物谱窄、反应条件

苛刻、选择性低、产物分离纯化困难和环境污染等问

题．与化学法相比，生物法利用酶或细胞作为催化
剂，不仅具有催化效率高、选择性高、反应温和、污染

小等优点，而且能够制备一些化学法难以合成的对

映体纯的小分子手性邻二醇和手性环氧化物，因而

生物法日益受到人们青睐，逐渐成为手性化合物制

备的重要手段
［１１－１３］．

环氧化物水解酶是可以将水分子选择性地加成

至环氧环上，从而生成邻二醇类化合物的一种

酶
［１４］，它还可通过水解人体内环氧化物从而降低人

体患癌症的几率
［１５］．在活细胞中，芳香族和脂肪族

的环氧化物均可被环氧化物水解酶水解，获得二醇，

取得解毒和信号调节作用．［１６－１７］．环氧化物水解酶
的来源较为广泛，普遍存在于自然界的生物体中，几

乎所检测过的哺乳动物体内都存在环氧化物水解

酶．在土豆、绿豆、黄豆、香蕉及烟草等植物中均发
现了该水解酶．另外，通过对微生物的研究也发现，
该酶广泛存在于微生物体内，其主要微生物来源有
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ｄｒｏｒｈｏｕｓ等［１８］．

自ＨＥＣＨＴＢＥＲＧＥＲ等［１９］
报道了利用来源于红

球菌的环氧化物水解酶选择性地催化 １，２－环氧庚
烷不对称水解生成相应的Ｒ－二醇后，在水相中不同
来源的环氧化物水解酶催化不同结构的环氧化物不

对称水解的研究相继出现．２１世纪初，我国的研究
人员在产环氧化物水解酶的菌株筛选方面做了大量

工作．曲音波课题组从全国多地收集到的长期被石
油、动物油或植物油污染的土壤或水样中分离得到

一株产环氧化物水解酶的类产碱假单胞菌，该菌可

用于拆分苯基缩水甘油酸乙酯．研究发现，在添加
吐温６０的反应体系中，该菌全细胞催化的底物浓度
可达７８ｍｍｏｌ／Ｌ，且产物的光学纯度达９８％，但产率
较低（３３％）［２０－２１］．孙万儒课题组从土壤样品中筛选
出一株产环氧化物水解酶的黑曲霉菌株

［２２］，利用该

菌株催化外消旋环氧苯乙烷不对称水解，得到（Ｒ）－
１，２－苯基乙二醇的光学纯度大于９９％，但随着反应
时间的延长，底物的非酶水解严重，导致产物的光学

纯度明显下降
［２３］．许建和课题组从土壤中筛选出一

株产环氧化物水解酶的巨大芽孢杆菌，该菌具有较

高的对映体选择性，可选择水解（Ｒ）－缩水甘油苯基
醚，对映体选择率Ｅ值高达４７．８％，可选择性地水解
（Ｒ）－缩水甘油苯基醚［２４］，后期他们还报道了绿豆

中存在环氧化物水解酶的事实
［２５］．国外同样也对产

环氧化物水解酶的菌株进行了筛选研究．ＤＵＡＲＡＨ
等
［２６］
从土壤里筛选到一株塔宾曲霉，该菌株具有反

应速度快、选择性高等优点，反应４５ｍｉｎ可将外消
旋的环氧苯乙烷水解成光学纯度达９７％的（Ｒ）－苯
乙二醇，且底物的转化率高达 ９９％．同时还研究了
苯环上的氯取代对反应的影响，结果表明，取代后底

物的转化率不受影响，但是产物的光学纯度以及反

应时间受到严重影响．

２　环氧化物水解酶的结构与催化

目前，已发现的环氧化物水解酶可以分为以下

几类：可溶性环氧化物水解酶、微粒体环氧化物水解

酶、保幼激素环氧化物水解酶、胆固醇环氧化物水解

酶、羟环氧烯酸水解酶、白三烯 Ａ４环氧化物水解酶
以及柠檬烯环氧化物水解酶７个亚家族［２７－２９］．

对比不同来源环氧化物水解酶的蛋白氨基酸序

列发现，不同来源酶的氨基酸序列相似程度很高，且

基本上都属于α／β折叠型的水解酶［３０］，它们具有三

位一体的结构
［３１］，１个电荷中继网和亲核基团共同

组成了催化三联体．活性位点由核心结构和帽子结
构组成，核心结构由２个天冬氨酸残基和１个组氨
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酸残基构成
［３２－３３］．目前接受程度较高的催化机理

为：先由酶的帽子结构中２个酪氨酸残基将环氧化
物中的１个Ｏ原子质子化，再经酶的１个天冬氨酸
残基进攻该部分被质子化的环氧化物，形成１个共
价结合的中间体，然后落入酶活性中心的１个水分
子受到组氨酸残基和另一个天冬氨酸残基的活化，

失去１个质子，形成１个羟基，该羟基进而进攻乙二
醇－单酯－酶中间体，酪氨酸被还原，环氧化物被水
解生成二醇

［３３］．然而，不同类型和不同来源的环氧
化物水解酶的蛋白相对分子质量大小却明显不同，

哺乳动物的可溶性环氧化物水解酶是由２个６２ｋＤａ
单体结构组成的同型二聚体，而来源于植物的可溶

性环氧化物水解酶一般以单体或二聚体蛋白的形式

存在，其相对分子质量为３５ｋＤａ左右［３３－３４］．微粒体
环氧化物水解酶的相对分子质量约５０ｋＤａ［３５］，而羟
环氧化物烯酸水解酶和白三烯 Ａ４环氧化物水解酶
的相对分子质量分别为５３ｋＤａ和７０ｋＤａ．

环氧化物水解酶可以高效催化环氧化物水解并

生成邻二醇，这也引起了研究人员对该酶催化反应

条件的探索．娄文勇课题组先后研究了来源于绿豆
和黄豆的环氧化物水解酶的催化特性

［３２，３６－４０］．在
２０１２年，该课题组陈文静［３２］

利用从绿豆中提取的

环氧化物水解酶催化环氧苯乙烷．由于环氧苯乙烷
在水相中（特别是在高底物浓度情况下）易水解的

性质，建立了在磷酸缓冲液体系中，底物浓度为 ５
ｍｍｏｌ／Ｌ的绿豆环氧化物水解酶高效催化环氧苯乙
烷的反应体系．在这个体系里，催化终止时可获得
（Ｒ）－１，２－苯乙二醇的对映体过量率高达９２．６％，且
产率高达４７．６％．为解决水相体系中催化反应时底
物浓度较低的问题，随后研究了在有机溶剂－缓冲
液双相反应体系中绿豆环氧化物水解酶催化环氧苯

乙烷，选取６种有机溶剂构建双相催化体系，分别是
乙酸乙酯、三氯甲烷、环己烷、正己烷、辛烷和癸烷．
采用这６种有机溶剂－缓冲液双相反应体系，利用
绿豆环氧化物水解酶催化环氧苯乙烷生成（Ｒ）－１，２
－苯乙二醇，对比研究了这 ６种有机溶剂体系中反
应的对映体过量率、产率以及有机溶剂对酶活性的

影响．结果表明，乙酸乙酯和三氯甲烷对绿豆环氧
化物水解酶的毒性较大，易使酶失活．进一步研究
底物和产物在双相体系的分配系数发现，所选取的

有机溶剂对底物都具有较好的萃取效果，反应体系

的底物浓度得到了一定程度的提高，表明在所选取

的有机溶剂－缓冲液体系中可以有效解除底物对酶
的毒性．综合酶在６种双相反应体系中的催化结果
以及底物的分配情况，最终确定正己烷－缓冲液体

系为进一步研究的催化反应体系．经过催化反应条
件的优化后，最终底物浓度有效提高４倍，且产率和
对映体过量率也有提高，分别为４９．２％和９４．３％．

离子液体作为一种替代有机溶剂的绿色溶剂，

具有低毒、难挥发、呈液态的温度范围大、生物相溶

性好的特点，在催化领域表现出较好的应用前景．
用疏水性离子液体替代有机溶剂，构成疏水性离子

液体－缓冲液双相体系，研究绿豆环氧化物水解酶
在此类双相体系中的催化性能．在所研究的９种疏
水性离子液体中，Ｃ４ＭＩＭ·ＰＦ６对绿豆环氧化物水解
酶的生物相容性最好，可以较好地保留酶的活性，经

过处理后，活性仍保留８５．５％．进一步优化该反应体
系的反应条件后，所得产物的产率和对映体纯度均

有提高，分别为 ４９％和 ９７％，证明离子液体可用于
催化体系中提高环氧化物水解酶的催化性能

［３６］．进
一步研究发现，亲水性离子液体可以促进环氧化物

水解酶的活力，其中 Ｃ２ＯＨＭＩＭ·ＢＦ４和 Ｃ２ＯＨＭＩＭ·
ＴｆＯ对该酶的毒性较低，且 Ｃ２ＯＨＭＩＭ·ＢＦ４能有效提
高酶的催化速度

［３２］．
酶的固定化技术有利于提高酶的稳定性，固定

化酶可以重复使用并容易与反应体系分离，降低了

产物的纯化难度．本课题组于春杨等［３７－３８］
使用戊二

醛作交联剂，形成绿豆环氧化物水解酶交联聚体，该

酶聚集体的酶活性回收率达到 ９２．５％，且重复使用
４次后，仍保留有原始酶活性的８５％以上．进一步研
究酶聚集体在正己烷－缓冲液双相体系中催化环氧
苯乙烷发现，该酶聚集体的活性明显较游离酶的活

性高，大大缩短了催化的时间（由２０ｈ缩短至６ｈ），
这也说明该种固定化方法能有效提高酶的稳定性．
黄豆也被证实具有环氧化物水解酶，本课题组岳东

梅等
［３９－４０］

从黄豆中提取出环氧化物水解酶（ＳＥＨ），
并成功地将其固定在金属有机框架材料 ＵｉＯ－６６－
ＮＨ２中，制备出ＳＥＨ＠ＵｉＯ－６６－ＮＨ２固定化酶．考察
在水相缓冲液体系，添加深度共熔溶剂作助溶剂时

发现，ＳＥＨ＠ＵｉＯ－６６－ＮＨ２在含氯化胆碱：尿素的缓
冲液体系中，利用１，２－环氧辛烷作底物可选择性制
备（Ｒ）－１，２－辛二醇，产率和产物光学纯度可以达
到４０．２９％和８０．５２％．

３　环氧化物水解酶的克隆表达及其突变

环氧化物水解酶因其野生菌株表达量较低、菌

体培养周期长、或从其它来源提取酶的过程复杂且

酶的纯度较低等缺点，不少研究人员将环氧化物水

解酶的基因在大肠杆菌中进行克隆表达，以获得高
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表达环氧化物水解酶的工程菌，并可使工程菌内的

目的基因进一步突变，从而得到更高效的环氧化物

水解酶．另外，又因环氧化物水解酶只能高选择性
水解对映体中的一种环氧化物，这样会造成产物的

理论产率不超过５０％的现象．为了进一步提升产物
的产率，研究人员将可以水解不同构型底物但能生

成相同构型产物的环氧化物水解酶的基因克隆表达

于同一工程菌中，以提高产物的产率，突破理论上产

率不超过５０％的限制．
ＨＷＡＮＧ等［４１］

报道了一株产环氧化物水解酶

的Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒｃｒｅｓｃｅｎｔｕｓ菌株，该菌株所产生的环氧
化物水解酶能将外消旋的对氯环氧苯乙烷不对称水

解成Ｒ型的邻二醇，将该环氧化物水解酶的基因克
隆表达于其它细胞中，该细胞在产物浓度大于

４０ｍｍｏｌ／Ｌ时，存在较明显的产物抑制作用．后续又
进行了一个制备级的规模实验，在底物质量浓度为

１６．８ｇ／Ｌ时，催化终止时可获得高纯度、高产率的产
物，对映体纯度为 ９５％，产率为 ７２％．贺婉红［４２］

对

来源于绿豆环氧化物水解酶的基因进行克隆表达，

先提取出编码该酶的 ｍＲＮＡ，再通过反转录合成
ｃＤＮＡ，然后扩增成双链的ＤＮＡ，将该ＤＮＡ在大肠杆
菌中进行克隆表达，获得了产绿豆环氧化物水解酶的

工程菌株，同时评价了该工程菌株产的绿豆环氧化物

水解酶的酶学性质．该酶的米氏常数为２．０５ｍｍｏｌ／Ｌ，
最大反应速率为１４．８μｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）．ＪＩＮ等［４３］

发

现一株Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ菌株，该菌株具有编
码环氧化物水解酶的基因，所编码的水解酶能高效且

特异性地拆分外消旋３－氯－１，２－环氧丙烷．通过将该
环氧化物水解酶的目的基因成功克隆表达于大肠杆

菌，进一步研究了重组工程菌动力学拆分３－氯－１，２－
环氧丙烷的性能．结果表明，重组后的大肠杆菌对３－
氯－１，２－环氧丙烷的两种对映体均有较好的水解能
力，但由于Ｓ构型的对映体对酶的亲和力较强，催化
过程会优先水解Ｓ型的环氧化物对映体，从而保留
Ｒ型的环氧化物对映体．然而，当Ｓ型底物被消耗殆
尽后，Ｒ型的环氧化物水解加快，导致 Ｒ型底物的
产率下降，因此催化时间的控制对该拆分反应尤为

重要．此外，由于底物和产物的抑制作用，当底物浓
度为３８４ｍｍｏｌ／Ｌ时，尽管延长反应时间，最终获得
的Ｒ型３－氯－１，２－环氧丙烷的光学纯度也明显下
降．在所验证的重组菌菌量的范围内，光学纯度不
超过６１％．为进一步提升底物浓度，通过分批添加
底物和使用双相反应体系来降低底物的抑制作用．
在分批添加底物时，最终添加底物的尝试浓度为

４４８ｍｍｏｌ／Ｌ，可获得目标产物的光学纯度超过
８０％，而在环己烷－缓冲液双相反应体系中，底物的
最终添加浓度为５１２ｍｍｏｌ／Ｌ，目标产物的光学纯度
大于９８％．

来源于 ＢａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍＥＣＵ１００１的环氧化
物水解酶的结构与其它来源的水解酶的结构相似，

均含有α和 β结构，且含有１个覆盖活性位点的盖
子．ＫＯＮＧ等［４４］

成功将该菌株的环氧化水解酶的目

的基因克隆表达于大肠杆菌，但来源于该野生菌株

的环氧化物水解酶的产物释放通道较窄，限制了酶

的催化速率．通过对释放通道附近的氨基酸（如第
１２８位和第１４５位氨基酸）进行突变，有效拓宽了产
物的释放通道，提升了酶的催化速率．

环氧化物选择性水解或拆分受限于理论产率不

超５０％，通过将选择性不同的两种或多种酶克隆表
达于 １个工程菌中，可有效突破这一限制．ＫＩＭ
等
［４５］
通过将来源于新月柄杆菌和鲻鱼的环氧化物

水解酶基因同时克隆表达于大肠杆菌中，从而实现

了对外消旋环氧苯乙烷的催化水解，生成 Ｒ型邻二
醇的产率超过 ５０％，产物光学纯度高达 ９４％，且底
物浓度较高，达到 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ．ＣＡＯ等［４６］

将来源于

土豆和 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ的环氧化物水解酶
的基因表达于大肠杆菌中，该菌可将廉价易得的环

氧苯乙烷选择性地水解为（Ｒ）－１，２－型苯乙二醇，
在底物浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，其转化率高达１００％且
产物的光学纯度高达９８％．

４　结论与展望

环氧化物水解酶的来源广泛，普遍存在于自然

界的植物和微生物中，较易获得．在水相和非水相
反应体系中（如：有机溶剂－缓冲液双相体系、含离
子液体反应体系等），环氧化物水解酶均表现出优

异的催化选择性，且酶催化三联体结构清晰．但是，
由于环氧化物难溶于水或易水解的性质，限制了该

催化反应在水相体系中的应用，而在非水相反应体

系中催化环氧化物水解可有效克服这些问题，提升

催化的效率．分子生物学技术的应用促进了环氧化
物水解酶的研究进展，其可以用来获得不同来源的

环氧化物水解酶，研究酶的酶学性质，以及对自然来

源酶的改造，获得更加高效的环氧化物水解酶或重

组工程菌．
探索绿色且有利于环氧化物溶解的反应介质是

建立高效催化环氧化物反应体系的关键一环，深度
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共熔溶剂也已证明可用于土豆环氧化物水解酶的催

化反应，提高酶对底物的选择性，但其它来源的环氧

化物水解酶在该类介质中反应的研究并不多．随着
生物技术的发展，利用基因工程技术改造原有的环

氧化物水解酶，提升其催化的选择性、活力以及底物

的耐受力，也逐渐成为主要发展趋势．
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